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Ⅰ　研究組織と研究経費
研究組織
/
研究代表者:高橋和昭　(東北大学大学院農学研究科･助手)
交付決定額　(単位:千円)
直接経費 亊I?ﾆ??合計 
平成17年度 ?ﾃS?ﾃ??0 ?ﾃS?ﾃ??
平成18年度 ?ﾃ????0 白ﾃ????
総計 ?ﾃc?ﾃ??0 ?ﾃc?ﾃ??
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Ⅱ　研究発表
1)学会誌への発表
1･ Takimoto T, Takahashi K, Sato K and Akiba Y･ (2005) Molecular cloning andfunctional
characterizations of chicken TLIA･ Developmental and Comparative lmmunology,
29:895-905.　　　　　　　　　　　　　　　　′
2･ Takahashi K･ (2006) Nutritional control ofinnammatory responses in broiler chicken.
Joumal oHntegrated Field Science, 3: 1-6.
3･ Matsushita K, Takahashi K and Akiba Y･ (2007) Effects of adequate or marginal excess of
dietary methionine hydroxy analogue斤･ee acid on growth perfb-ance, edible meat yield and
innammatory response in female broiler chickens･ Joumal of Poultry Science, 44(3). In
preSS･
4･ Takahashi K, Miyazaki Y and Akiba Y･ (2007) Developmental changes in mRNA
expression in immune-associated cells of intestinal tract ofbroiler chickens a鮎r hatch and by
dietary modulation･ Animal Science Joumal, 78(5). In press.
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2)学会での口頭発表
1.高橋和昭､宮崎悠､秋葉征夫. (2006年3月) .　成長初期ブロイラーの腸管免疫
機能の発達. 2006年日本畜産学会
2.高橋和昭､秋葉征夫､浅野雅也. (2006年3月)　飼料への核酸資材(Nucleofbrce)
添加によるブロイラー成長初期における免疫能の調節　2006年日本家禽学会春季大
会
3.松下浩一一･高橋和昭･秋葉征夫2006.9.液体メチオニンの飼料添加が雌ブロイラー
の生産性と炎症応答に及ぼす影響. 2006年日本家禽学会秋季大会
4.高橋和昭･高木貞子･青木陽･滝本哲也･秋葉征夫2007.3.飼料原料の差違が鶏に
おけるグリシンの抗炎症作用に及ぼす影響第106回日本畜産学会
5.高橋和昭･斉藤惇--秋葉征夫2007.3.僻化後48時間の絶食が14日齢時鶏の牌臓T
細胞増殖反応に及ぼす影響. 2007年日本家禽学会春季大会
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U　研究成果
(1)ブロイラーにおける腸管免疫機能(自然免疫および獲得免疫系)の発達
目的
家禽･家畜の免疫機能の増進は､疾病を予防する見地から重要であり､動物福祉や効
/
率的生産の基礎である｡また､疾病予防による生産性の向上は､飼料の効率的利用を
も意味している｡免疫が特異的抗原を認識しない自然免疫と特異的抗原を認識する獲
得免疫に大別され､相互に密接な関連を保ちつつ生体防御に関わっている｡腸管の免
疫能力を適正に発揮させる技術は､抗菌剤使用の代替法の根幹をなす技術と考えられ､
自然免疫と獲得免疫の双方の適正な発現によって達成される｡
本研究では､ 1)ブロイラーにおける腸管免疫機能(自然免疫および獲得免疫系)の
発達をmRNAレベルで調査する｡ 2)さらにこれらを活性化または不活性化する栄養
素､飼料原料及び飼料添加物を検索する｡ 3)そして､最も効果的な給与技術を検討
し､開発した技術が免疫機能レベルで抗菌剤に代替可能な技術であることを検証する｡
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各種飼料給与時のブロイラーにおける腸管免疫機能の発達の調査
試顔l-1人豆粕･トウモロコシ基礎飼料給与時の腸管免疫能の発達
材料と方法
/
供試動物として卿封ヒ後2時間以内のブロイラー(コブ系オス)を用いた｡試験飼料と
して､大豆粕･トウモロコシ主体の市販飼料型の通常飼料を用い(表1-1)､ 14　日齢
まで給与した｡この飼料には薬剤は添加されていない｡飼料組成は表1に示した｡腸
管のサンプリングは0日齢(僻化後2時間)､ 3日齢(解化後72時間)､ 7日齢､および
14日齢で腸の十二指腸以降の空腸部(上部)､メッケル憩室周辺の回腸部(中部)､盲腸
と直腸の結合部付近仁F部)の3部位をそれぞれ約10cm採取し､内容物を押しJJ.し､
生理食塩水ですすいだ後､凍結させた｡サンプリング部位の詳細については図ト1に
示した｡
≪totalRNAの抽出と調整､及びRT - PCRによるcDNAの作製≫
腸管60-100mgにトリゾ-ルをlml添加し､最高速で1分間ホミジナイズし､ 5分
室温で放置する｡クロロホルムを200Ltl添加し､溶液が乳化した状態になるまで数秒
間激しく混和する｡混和後､ 5分間､室温で放置する｡ 4℃ 11000rpmで15分間嵐山
するo　上沼をとり､イソプロパノールを500LLl添加して､ 10分間､室温で放置する｡
4℃ 11000rpmで10分間遠心する｡上沼をデカンティション､ 75%エタノールをlml
添加後､ 4℃　8500rpmで5分間遠心する｡日青をデカントし､残りのエタノールを
取り除き､ペレットが透明になるまで風乾させるo EDTA含有トリス緩衝液(TE) 20い)
を添加し､ピペッティングし溶解させる｡ RNA溶液の濃度を測定し､同時に電気泳
勤しバンドを確認した後､totalRNA+DPC水で5LIg/8LLlとなるようにL dTprimerを1い1
加えるo　サーマルサイクラ-を用いて70℃､ 10分間インキュベ-ト後､ 5×first stand
buffer､ 0.1MDTT､ 2.51nM dNTP､逆転写酵素(MMLV)を混合した揺曳記を､前記
したサンプルに加え､サーマルサイクラ-を用いて37℃､ 1時間､ 42℃､ 30分間イン
キュベ-トし､ cDNAを作製した｡
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図1-1鶏消化管の概略とサンプリング部位
LUO
図10--66　ニr7トリの酬ヒ管の模式軌
出典:学窓社『獣医組織学』
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表1-1.試験飼料組成
Ingredient (%) Com High Fat High
Soybean Carbohydrate
Com
Com starch
Fat, powdered
Soybean meal
Soybean oil
Soybean protein
DL-methionine
L-Lysine
Ca2PO4 2H20
CaCO3
NaCI
Cellulose
Mineral mixture
Vitamill lllixture
Total
Crude protein(%)
Metabo lizable energy
(kcal/g)
Energy %
from protein
from fat
from carbohydrate
53.42
5つJ 07.　0つつl LrJ
5　　4　　5　　3　　32　　0　　7　　0　　30　　0　　1　　1　　0
3　　04　　40　　0
0　0　5
.　　　1
0　　-11　　2　　つ.｣
0　　′0　　45　　1　　て〕2　　2　　5
5　　30　　0
′hU nXU
つJ 1
74　　53.2つJ 0
00　　400　　
4　　0
5　　00　　5
00　　5　　nXU
4　　0　　1
0　1　30　9.　11　　2　　4
0　　20　2.　83　　′hU　　7
15.36
30　　003.22　　0
/hU　　4人リノ　　0
1　　　　　1
7　　2　　50　　4　　て｣2　　0　　　-
0　2　3o L 71　　2　　2
0　　　　　　40.. 6　73　　2　　′0
表1-2.定量PCRで測定した遺伝子群と使用したセンス､アンチセンスプライマー
Primer sequences Accession number Product sIZe (bp)
8 -act)n
CD3
IL-2
TFNIT
1NTOS
TLR4
TLR2
Sense
antl-Sense
Sense
anti -sense
Sense
antl -Sense
Sense
antl -Sense
Sense
ant1 -Sense
Sense
antl -Sense
Sense
antl-Sense
5'- TTTGTTGTGCAGGGTGTGATGGTT-3 -
5--ATTTTCATTGTGCTAGGTGCCAGG-3●
5--CAGGGATTGTGGTCGCAGAT-3●
5.-TACTGTCCATCATTCCGCTCAC-3 I
5--ACTGCCATGATGTGCAAAGTACTGATCT-3 ㌔
5--ATTTTTGGCCAAGATATCTCACAAAGTTGGT -3'
5 I-ACTGAGCC AGATTGTTTCGATGT-3 ●
5 --TGCCATTAGC AATTGCATCTCCT-3 -
5-CTCAATGGTCAAGAAGAAGCCT-3'
5 -CTTGTCCATCTCTTGTCCTGTA-3 I
5 I-TTCAG AACGGACTCTTGAGTGG-3 I
5--CAACCGAATAGTGGTGACGTTG-3●
5㌧CATTCACCATGAGGCAGGGATAG-3■
5㌧GGTGCAGATCAAGGACACTAGGA-3■
XOO1 82　　　　　　　　　798
AJ250458　　　　　　　　164
AFO1 7645　　　　　　　428
X99774　　　　　　　　　288
U46504　　　　　　　　　819
AYO64697　　　　　　　)31
ABO4()533　　　　　　　1 57
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≪Realtime PCR法によるmRNA発現量の測定≫
作製したcDNAをteI叩1eteに､インターロイキン(lLト2､インターフェロン(lFN)
1､ GAPDH､ CD3､誘導型一酸化窒素合成酵素(iNOS)､トール様受容体(TLR) 2､
TLR4の部分配列を増幅させ､単一産物がえられえいることを確認した上で､ SYBER
/
GREEN Iをインターカレーションダイとして用い､ iCycleriQリアルタイムPCR解
析システム(BIOIRAD)を用いて定量を行い､ IL-2､ 1FN1､ CD3､ iNOS､ TLR2､
TLR4発現量をGAPDHmRNA発現量で補正し評価したo　表I-2　に本試験において
mRNA発現量の測定に使用したprimerを示した.
結果
試験結果を図1-2および1-3に示した｡ CD3発現は各部位において7日で増加が観察さ
れた｡ lL-2発現は上部では口齢による増加が見られない一一一万で､下部では口齢ととも
に増加し､部イ嗣こよって日齢による増加パターンが異なっていた｡下部ではCD3､ IF
N-†と似た発現パタ-ンを示した｡ tFN-†発現は各部位において7日で急激に増加し､
l二部では14日に減少したo　下部ではCD3､ IL-2と似た発現増加パターンを示したo iN
os発現は上部､中部は日齢による大きな変化が見られなかったのに対して､下部では
臼齢とともに発現が増加した｡ TLR2は各部位で7日に発現が増加した｡ TLR4は各部位
で3日に発現が増加し､以後は14日まで変化しなかった｡通常飼料給与時の各mRNA
発現は卵字化直後から14日齢までの間に増加することが観察された｡特にCD3､ IL-2､ I
FN-†などT細胞の数や機能の指標とした遺伝子発現は､部位による発現増加パターン
の差はあるものの､ 3日齢から7日齢にかけての増加が大きかった｡この時期に腸管の
T細胞数の増加,サイトカイン産生の増加といった免疫能の変化が起こっている可能
性が考えられる｡ iNOSは解化直後から発現量は高く､ T細胞を介さない自然免疫系は
僻化直後から備わっている可能性が推察できる｡またTLR4は3日齢で発現が増加し､
TLR2よりも早い時期に増加しており､TLRはタイプによって発現増加の時期が異なっ
ていると考えられる｡
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図1-2.鰐化後ヒナにおける大豆粕小ウモロコシ主体飼料給与時の
腸管各部位のT紳胞関連遺伝子発達の推移
0　　3　　7　14　　　　0　　3　　7　14　　　0　　3　　7　14 (Day)
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各日齢､各部位の観察数5
a,b,C: P<0･05, A,B,C: P<0･05, X,y,Z: P<0･05
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図113.鰐化後ヒナにおける大豆粕.トウモロコシ主体飼料給与時の
腸管各部位の自然免疫関連遺伝子発達の推移
0　　6　　5　　4　　3　　2　　1　　0
0　3　7 14　　　0　3　7 14　　　0　3　7 14 (Day)
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各日齢､各部位の観察数5
a,b,C: P<0.05, A,B,C: P<0.05, X,y,Z: P<0.05
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試験1-2　高炭水化物または高脂肪飼料給与時の腸管免疫能の発達
試験1-2a　高炭水化物給与時の腸管免疫能の発達
材料と方法
/
供試動物として僻化後2時間以内のブロイラー(コブ系オス)を用いた｡試験飼料と
して､大豆粕･トウモロコシ主体の市販飼料型通常飼料(試験1-1)､高炭水化物飼料
HC(試験1-2a)と高脂肪飼料　HF(試験1-2b)の3飼料を用い､ 14日齢まで給与した｡
この飼料には薬剤は添加されていない｡飼料組成は表1-1に示した｡以下の操作手順
は試験ト1aと同様とした｡
結果
結果は図ト4及びト5に示した｡ CD3発現は下部7日齢において通常飼料区と比較して
有意に低かったが､各部位､各日齢において通常飼料区との大きな差は見られなかっ
た｡lL-2発現は各部位､各日齢において高炭水化物飼料区のほうが高い傾向にあった｡
3日齢の中部､下部および14日齢の上部では統計的に有意な差が確認された｡ IFN-†発
現は7日齢の各部位､ 14日齢の中部､下部で通常飼料区よりも低い傾向が観察された｡
iNOS発現は7日齢の上部､中部､ 14日齢の上部､中部で通常飼料区よりもHC区が低く
なる傾向にあった｡他の口齢､部位では差は見られなかった｡ TLR2発現は各部位､
日齢に置いて通常飼料区とHC区の差は見られなかった｡ TLR4発現は14日齢下部を除
く各部位､各日齢で通常飼料区よりもHC区のほうが低い傾向にあった｡特に3日齢ヒ
部､中部では通常飼料区との差が大きかった｡高炭水化物飼料給与によってCD3発現
量は大きな変化を示さなかったことから､高炭水化物飼料はこの時期の腸管における
T細胞数の増加にはあまり影響しないと思われる｡しかしT細胞機能の指標として測定
したIL-2やIFN-†の発現増加パターンは通常飼料区と比較して異なっていたことから､
T細胞の機能は高炭水化物飼料給与によって変化するといえる｡ iNOS､ TLR4の発現は
高炭水化物飼料給与によって低下する傾向が見られ､ T細胞以外の免疫担当細胞にも
影響を与えていると考えられる｡
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図1-4.肺化後ヒナにおける高炭水化物飼料給与時の
腸管各部位のT細胞関連遺伝子発達の推移
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図1-5.脈化後ヒナにおける高炭水化物飼料給与時の
腸管各部位の自然免疫関連遺伝子発達の推移
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試験ト2b　高脂肪飼料給与時の腸管免疫能の発達
結果
結果は図1-6及び1-7に示した｡ CD3発現は3日齢では通常飼料区との差は見られなか
/
ったが､ 7､ 14日齢では各部位において通常飼料区よりも低い傾向を示していた0 IL-
2発現は7日齢のL部や下部では低下傾向が見られたが､他の部位､日齢では通常飼料
区との大きな差は見られなかった｡ HF区のIFN-†発現は7､ 14日齢において通常飼料区
と比較して大きく低下していた｡ 7日齢の各部位､ 14日齢の下部では有意な差が確認
された｡ iNOS発現は3日齢の上部や中部では変化が小さかったが､他の部位､ H齢で
はHF区のほうが通常飼料区よりも低い傾向になった｡ TLR2発現は各部位､ Fl齢に置
いて通常飼料区とHF区の差は見られなかった｡ TLR4発現は7日齢中部を除く各部位､
各l二1齢で通常飼料区よりもHF区のほうが低い傾向にあった｡特に3日齢の各部位で通
常飼料区との差が大きかった｡
高脂肪飼料区では7日齢､ 14日齢のCD3発現が通常飼料区と比較して低下している
ため､この時期のT細胞数の増加が低Fしている自J能性が考えられる｡それにともな
ってIL-2やIFN-†の発現も低下していると考えられる｡ iNOS､ TLR4の発現は高脂肪飼
料給与でも変化する傾向が見られ､ T細胞だけでなく他の免疫担当細胞にも影響を与･
えていると考えられる｡ただし､今回の試験では高脂肪飼料区の成長が通常飼料区と
比べてあまりよくなかったため､今[司の結果が高脂肪飼料の影響によるものなのか成
長が遅れたことによるものなのかはさらに検討を行う必要がある｡
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図1-6.脈化後ヒナにおける高脂肪飼料給与時の
腸管各部位のT細胞関連遺伝子発達の推移
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各日齢､各部位の観察数5
★同一日齢､同一部位における有意性P<0.05.
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図117.肺化後ヒナにおける高脂肪飼料給与時の
腸管各部位の自然免疫関連遺伝子発達の推移
0　6　5　4　3　2　1　0
0　　3　　7　　　　　　　0　　3　　7　　　　　　　　0　　3　　7
Fore gut Mid gut Hind gut
E≡ヨ高脂肪飼料　　　II　大豆粕･Lウモロコシ基礎飼料
各日齢､各部位の観察数5
★同一日齢､同一部位における有意性P<0.05.
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試験ト3　核酸関連資材添加飼料給与時の醇化後4日齢時腸管免疫能
材料と方法
動物として雄ブロイラー(ロス系　0日齢)を用いた｡飼料としては､表1に示し
た大豆粕･トウモロコシ飼料を基礎飼料としてこれに核酸関連資材(表=)を900pp
/
m添加した飼料を4日間給与した｡採取腸管部位は仁二指腸ワナの終点部(腸前部) ､
盲腸の付け根の部分(牌後部)とし､主にT細胞の指標としてCD3, 1L-2とIFN-†の
主にB細胞の指標としてBu-1のmRNA発現を測定した｡さらに自然免疫の指標としてi
NOS及びIL18mRNA発現を測定した｡測定方法と材料は試験日に準拠した｡
結果
結果は表1-4及び1-5に示した｡腸管前部におけるBu-1及びlL-18mRNA発現量は核酸
資材給与区で有意に増加したo腸管前部におけるCD3､ IFN-†､ iNOSmRNA発現量は
核酸資材給与区で増加する傾向にあり､ lL-2mRNA発現量も核酸資材給与により高ま
る傾向にあった｡腸管後部におけるCD3､ 1FN-†及びIL-18mRNA発現は核酸資材給与
区で有意に増加した｡腸管後部におけるIL-2mRNA発現も核酸資材給与により高まる
傾向にあった.一一万､ Bu-1とiNOSmRNA発現量は腸管後部においては核酸資材給与の
影響は小さかった｡試験1及び2から､僻化後4日から7日齢にかけての腸管免疫機
能が低いことから､この日齢での免疫能の増強を試験3では目指した｡この時期の腸
管免疫関連細胞も含めて腸細胞の増殖は盛んであると考えられることから､増殖の素
材と考えられる核酸関連物質給与が腸管免疫に及ぼす影響を検討した結果､核酸資材
は僻化後4日齢時鶏の腸管免疫能を高める可能性が示唆された｡核酸資材はヌクレオ
チドとヌクレオシドを高濃度に含む酵母であることから､解化後の腸管免疫担当細胞
の増殖が盛んな時期にヌクレオチドとヌクレオシドを給与することにより腸管免疫
能が高まると予測されるが､酵母の細胞壁成分による免疫活性化も考えられ､いずれ
の成分により僻化後4日齢時鶏の腸管免疫能が活性化されたのかは今後の検討課題と
なる｡
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表ト3.核酸資材のプリンおよびピリミジン組成
.核敢混合資材組成　　(㌔)
Free nucleotides　　　　26.4
(PurlneS)
IMP　　　　　　　　　　　　　　　　　8
AMP/ADP/ATP　　　　　1.2
GMP/GDP/GTP　　　　　8.2
(Pyrimidines)
UMP/UDP/UTP　　　　　4.6
CMP/CDP/CTP　　　　　4.4
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表ト4･核酸資材給与が4日齢時鶏腸管前部の免疫機能に及ぼす影響
対照区 丿ｨ褸?ﾝ雕ｹu霎b?
CD3(X10-2) ?紊X??sB?.67±3.12 ?ﾓ???
Ⅰし2(xl′0-4) ?縱(????.40±1.60 ????
ⅠFN一丁(xl0-4) 釘緜(??ビ?.91±4.98 ?ﾓ???
Bu-1(xl0-3) ??8??sb?.46±1.37 ?ﾃ???
ⅠL-18(xl0-4) 澱緜h?"ﾃ??.82±1.74 ?ﾃ???
iNOS(xl0-2) ??H????.60±2.21 ?ﾓ???
GAPDH mRNA発現圭で補正した平均値±標準偏差(観察数5)
表1-5･核酸資材給与が4日齢時鶏腸管後部の免疫機能に及ぼす影響
対照区 丿ｨ褸?ﾝ雕ｹu霎b?
CD3(xl0-2) ?經x??#?2.967±0.86 ?ﾃ???
lL-2(xl0-4) ???ﾓ?c?5.86±2.93 ????
ⅠFN-γ(X10-4) 釘繝8????.18±2.38 ?ﾃ???
Bu-1(xl0-3) ??H??#"?.58±0.49 ????
ⅠLl8(xl0-4) ?纉H??3?5.53±1.10 ?ﾃ???
iNOS(xl0-2) ???ﾓ?S2?.24±0.41 ????
GAPDH mRNA発現量で補正した平均値±標準偏差(観察数5)
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試験1-4　グルタミン添加飼料給与が婚化後7日までのT細胞関連mRNA発現に及ぼす
影響
材料及び方法
供試動物は婚化後鶏(コブ系､雄)を用いた｡試験飼料として大豆粕･トウモロコ
シ主体の基礎飼料(表1-1)と基礎飼料に2%グルタミン(GLN)を添加した飼料7日
齢まで給与した｡腸管T細胞関連サイトカイン(CD3､ 1L-2)発現を試験1-1に準拠して測
定した｡
結果
図ト8に示したように､ CD3､ IL-2発現量ともに通常飼料給与区での4-7日日齢にか
けての発現上昇が確認された｡ CD3発現量は4日齢時にGLN添加で発現が増加する傾
向が見られた｡ 7日齢時にはGLN2%添加ともにCD3発現量を低下させた｡ lL2発現量
はGLN2%添加によって4日齢時に特に腸下部でと昇した｡ 7日齢時のIL-2発現量にGL
N添加が与える影響は小さかった｡腸においてGLNは吸収代謝後､プリン､ピリミジ
ンとなること､さらに､エネルギー供給基質となることから､ GLNによる腸管免疫能
の増強を試験4では､試みたGLN2%添加は4日齢下部のIL-2mRNA発現量を増加させ
た｡ CD3発現最も4日齢ではGLN添加によって増加する傾向にあった｡これらのこと
からGLN添加は初期成長期鶏の(mRNAレベルで評価した)腸管免疫能､特にT細胞機能
の改善には有効であると考えられる｡ GLNの飼料への添加濃度とGLN添加飼料の給与
期間に関してはさらなる検討が必要である｡
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まとめ
各種飼料給射寺のブロイラーにおける腸管免疫機能の発達の調査
抗菌剤を含まない飼料をブロイラーに給与し､成長初期(0,4,7および14円齢時)
おける消化管前部(十二指腸末端)､消化管中部(メッケル憩室周辺)､消化管後部(旨
腸､大腸結合部周辺)を採取し､腸管おける前炎症性サイトカインとT細胞増殖関連
サイトカインmFNA発現の経時変化から前炎症性サイトカイン発現とTリンパ細胞
の機能発現の関連性にって調査したo前炎症性サイトカインとしてインターロイキン
ー1､ 6のmRNA発現は検出限界以下であった｡ Tリンパ細胞機能はCD3 (T細胞数)
インターロイキンー2､インターフェロン† (T細胞機能) mRNAの発現量から推定し
たが､いずれの腸管部位とも､いずれの発現も7日齢時まで低く､この時期が調節の
いちポイントであることが判明した｡高炭水化物または高脂肪飼料を給与した鶏の腸
管免疫関連細胞の成熟パターンは概してトウモロコシ･大豆粕主体飼料を給与した鶏
のそれと類似していたが､高炭水化物を給与した鶏は通常飼料を給与した鶏に比較し
て高いル2と低いIFN-†発現を示した｡高脂肪飼料給与はTLR-2発現をのぞいて､
いずれの腸管部位､口齢で通常飼料給与より低い遺伝子発現であった｡　腸管前部に
おけるBu-1及びlL18mRNA発現量は核酸資材給与区で有意に増加した｡腸管前部
におけるCD3､1FN-†､iNOSmRNA発現量は核酸資材給与区で増加する傾向にあった｡
腸管後部におけるCD3､ IFN-†及びIL-18mRNA発現は核酸資材給与区で有意に増加
した｡腸管後部におけるlL2mRNA発現も核酸資材給与により高まる傾向にあった｡
このように､成長初期鶏の腸管免疫機能は栄養操作により調節可能であることが示唆
された｡
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(2)鶏新規サイトカイン腫癌性壊死因子様リガンド(TL)lAのクローニングと機能
目的
晴乳動物ではIL-1 family･ IL-6､ TNF-αを含むTNF ligand superfhmi1yがクローニング
され､またlL-1β､ IL-6､ TNF-αがそれぞれ炎症応答において重要な役割を果たしてい
ることが明らかとされてきた｡また､近年では哨乳動物以外のヒラメやニジマスなど
魚類においてもTNfの存在が確認され､その重要性は種を越えているものと考えられ
る｡ -･方､鶏を含む鳥類においては､前炎症性サイトカインル1β､ IL-6のクローニ
ングがなされ､鶏IL-1β､ Ⅰし6が後炎症性物質であるコルチコステロンを上昇させるこ
とが確認されている｡しかし､鳥類のTNF-αに関してはマクロファージ培養日吉画分
中にTNF様活性が確認されているにすぎず､いまだTNF-αの存在は確認されていない｡
本研究では､鳥類におけるTNF-αを同定し､その機能を解明することを目的にした｡
まず他種TNF-αと相同性の高い分子を検索することを行った｡これまでの鶏サイトカ
イン研究結果から哨乳動物TNトαに相同性相同性の高い分子が存在しない可能性も考
えられたので､ TNF-αが確認されなかった場合にはTNトα機能を代替する可能性のあ
るTNF ligand superfamilyに属するTumor necrosis factor like ligand (TL)lA分子を検
索した｡それによって得られた分子の機能を検索するため､リボポリサッカライド(L
PS)投与による炎症応答時の発現変化や､組換えタンパク質を用いて細胞や鶏に対す
る投与試験を行い､免疫･炎症応答における本分子の機能を調査することにより､鶏
の免疫および炎症応答におけるTLIAの重要性を検証した｡
-251
試験2-1a鶏データベースを用いた晴乳動物TNF-α相同性分子の検索
方法
鶏ゲノムデータベース(http://www.ensembl.org/Gallus_gallus/index.htmi) ､鶏ESTデ
ータベース(http://www･chick.umist.ac.u,k/index.html)内を1) 'TNF-alpha'をキーワー
ドに検索､ 2) BLASTによってヒトTNトα (XO1394) ､ヒラメTNF-α (ABO40449)と
相同性が認められる配列の検索を行い､ TNF-α homologueを検索した｡
結畢
キーワードによって検索したところ､竜データベースともにTNF ligand/ receptor s
uperfamilyやTNF受容体の細胞内部分に結合し情報伝達に関与･するTNF receptor assoc
ゝiated factorなどが確認できたが､ TNF-α homologueは確認できなかった｡ BLASTを用
いてと卜TNF-α､ヒラメTNF-αと相同性が認められる配列の検索を行ったが､ ESTデー
タベースでは相同性が認められるものは確認できなかったoまたゲノムデータベース
では相同性が認められる配列がいくつか確認できたが､明らかに短い配列でTNトα h
omologueではなかった｡近年､鶏ゲノム配列が決定され､鶏のさまざま遺伝子の識別
が可能となったoTNF ligand superfamilyに関してもゲノムデータベースを利用した検
索が行われており､ゲノムヒに10種類のTNF ligand superfamilyに属する分子が確認さ
れている｡しかしながら､そのなかにTNトα homologueの存在は確認されていない｡
本節で行った検索でも同様の結果が得られ､鶏の遺伝子日こTNF-αは存在しない可
能性が考えられた｡
試験2-1b他種TNF-αと相同性からの検索
方法
ヒラメ(ABO40449) ､ウシ(AFO11926) ､ヒツジ(Ⅹ56756) ､ウマ(ABO35735) ､
イヌ(S74068) ､ウサギ(M12845) ､マウス(XO2611) ､ヒト(XO1394) TNF-αの
アミノ酸配列中､よく保存されているアミノ酸配列Trp-Tyr-Glu-Pro-lle-Tyr-Leuから推
測される塩基配列TGGTAYRANSCNRTNTAYYW (Y-T or C, 良-A or G, S-G or
C, W-A or T, N-A or T or G or C)から混合オリゴプローブTGGTAYRAISCIRTI
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TAYYWを作製し､プローブとして用いたoこのプローブを用いてLPS投与3時間後の
牌臓cDNAライブラリーをスクリーニングした｡プローブは†-32P ATPを基質とし､ T
4 PolyNucleotide Kinaseによって末端のリン酸基をRI標識した｡ FastTrack⑧ 2.OKit (i
nvitrogen)を用いて牌臓よりmRNAを抽乱し､ SuperScriptTM Plasmid System with Ga
tewayTM Tech1010gy fわr CDNA synthesis and Cloning (lnvtrogen)によってcDNAラ
イブラリーを構築した｡平板寒天LB培地(アンピシリン50pg/ml)にフィルターとし
てバイオダインA甲132mm (0･2Llm) (Gelman Laboratory)敷き､ 5万コロニーとな
るように大腸菌cDNAライブラリーを播種しオリジナルフィルターとした｡レプリカ
を2枚とり､クロラムフェニコール添加培地で培養後､溶菌し､ DNAをフィルターに
転写した｡レプリカフィルターを5×SSPE (1 × SSPE - 150 mM NaCl/8.65 mM NaH
2さ04, pH 714)､ 10×Denhart-S (DH) solution (1 × DH solution - 0.02% Polyvinyl
pymolidione /0･02% Ficoll /0･02% bovine serum albumin)､ 1% SDS､ 100Llg/ml sermon
sperm (ss) DNA条件下でプレハイプリグイゼ-ション後､同条件下でRI標識した
プローブと42℃で一晩ハイブリダイズさせた0 4×SSPE､ 1 % SDSで室温20分間洗い
を2回繰り返し､フィルターはKodak XAR5フイルムに-80℃で24時間感光させた0 2
枚のレプリカフィルターを重ね､陽性コロニーが存在する部分をオリジナルのフィル
ターから切り出したo陽性コロニーの密集を平板寒天LB培地上のフィルターに播種し､
再びスクリーニングを行ったo得られた陽性コロニーをLB培地で増殖させ､ QIAprep
㊨ Miniprep (Qiagen)によってプラスミドを柚,VJL､ sequitherm EXCELTMII DNA
Sequencing Kit-LC (Epicentre)を用いてSp6またはT7 promorter primerによって配列を
増幅後automatic DNA sequencer LC4200 (Li-Cor)で配列を読み､インサートの配列を
決定した｡ BLASTによって相同性の高い配列を検索し､ TNF-α homologueが含まれて
いるか確認した｡
結果
陽性コロニーが得られ､配列を決定し､ BLASTによって検索したところ､ ADAMT
S14 lHomo sapiens]､ Rfwdl-prov protein lXenopus laevis]､ putative branched-chain a
mino acid transport system permease protein lBordetella bronchiseptica RB50]､ Gallus
gallus endothelin receptor type B2 (EDNRB2) mRNAと4種類のcDNA配列が確認され
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たo TNF-cL homologueではなかったo
試験2-1C　サブトラクションライブラリーからのTNF-α探索
方法
鶏血液よりHistopaqulO77(Sigma)を用いて単核球を比重遠心分離法により単離した
ものを低発現細胞､単離後､最終濃度で細胞: lxlO7 cells/ml､ Con A : 70ug/ml､ pho
rbol 121myristate 13-acetate (PMA) : 35pg/mlをFBS10%添加RPMI1640培地中､ 39℃､
5%CO2条件下で1､ 2､ 3時間培養したものを高発現細胞とした｡それぞれの細胞より
･RNA抽出を行い､低発現サンプルはM-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen)によ
って逆転写しcDNAを作製した｡高発現サンプルは01igoteXTM-dT30 (Roche)を用い
てmRNAを精製し､ superscriptTM Ⅱ RNase H- Reverse Transcriptase (lnvitrogen)に
よって逆転写し､ DNA ligase (lnvitrogen) ､ DNA polymerase I (lnvitrogen) ､ Rnas
eH (Takara)によって2本鎖DNAを作製した｡ T4 DNA polymerase (BioLabs)によっ
て末端を平滑化し､ Ligation kit ver2 (Takara)によってEcoR I爪Ot l adaptor (lnvitr
ogen)を結合させた｡ T4 PolyNucleotide Kinase (Toyobo)によってリン酸化処理し､
0.8%アガロースゲル電気泳動後1.7kb～6.6kbを切り出し､ DNAを抽出した｡サブトラ
クションは高発現2本鎖DNA､低発現cDNAを4×SSC､ 50%ホルムアミド条件卜で3分
沸騰し､急冷することでdenatureさせ､ 42℃で4時間保温し再結合させた｡フェノール･
クロロフォルム抽出後エタノール沈殿させ､ Ligation kit vcr.2 (Takara)を用いpUC1
18 DNA EcoR I /BAP (Takara)に導入したo XL2-Blue ultracompetent cells (Stratag
ene)に形質転換し､ 100mM isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (lPTG) 5ド1､ 100mg/
ml X-Gal 15いl.平板寒天LB培地(アンピシリン50Ltg/ml)に播種し､約200のホワイ
トコロニーをピックアップし､液体LB培地(アンピシリン50Llg/ml)で37℃培養後､
遠心によって菌体剛又LQIAprep㊧ Miniprep (Qiagen)によってプラスミドを抽出し､
インサートの配列を決定した｡ BLASTによって相同性の高い配列を検索し､ TNトα h
omologueが含まれているか確認した｡
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結果
200コロニーのベクターのインサート配列を決定し､ BLASTによってどのような分
子と相同性があるか確かめたところ､配列が読めたものには､ similar t｡ SOCS box_c
ontaining WD protein SWiP-2 lRattus norvegicus]､ kruppel-related zinc finger protein､
NADPH:quinone reductase and related Zn-dependent oxidoreductases [Trichodesmium e
rythraeum IMSIOl]､ Exonuclease V gamma subunit [Desulfitobacterium hafniense]の4
種類のcDNA配列が確認された｡しかしながらTNトα homologueは確認できなかった｡
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試験2-2　鶏Tumor necrosis factor like ligand (TL) 1Aのクローニング
方法と材料
ヒトTNF-αと相同性が認められたESTデータベース上のcDNA配列(No_ 332885.1.)
をもとに設計したプライマー､ forward 5'-CCT GAG TTA TTC CAG CAA CGC A_
3'､ reverse 5'-ATC CAC CAG CTT CAT GTC ACT AÅc-3'292 bp (核酸の408
番目から699番目､ accession No. AB194710)を用いてReverse transcriptase-polymeras
e chain reaction (RT-PCR)によって逆転写したLPS刺激鶏牌臓cDNAを鋳型にPCRを行
った｡ pCRはTaKaRa Ex Ta句 (Takara)によってサーマルサイクラ-を用いて94　oCを
30秒, 60 oCを1分､72 LJCを1分､を33サイクル繰り返し､DNAを特異的に増幅した｡
PCR産物はpCR2.1ベクター(Invitrogen)に導入し､クローン化し､ Sequitherm EXCE
LTMII DNA Sequencing KiトLC (Epicentre)を用いてT7 promorter primerによって配列
を増幅後automatic DNA sequencer LC4200 (Li-Cor)で配列を読み､鶏TLIAの部分配列
であることを確認した｡このPCR産物をプローブとした｡プローブはα-32P CTPを基
質とし､ BcaBestTM labeling kitを用いてリン酸をRl標識した｡ FastTrack⑧ 2.OKit (ln
vitrogen)を用いて牌臓よりmRNAを抽出し､ superscriptTM Plasmid System with Cat
ewayTM Technology f♭r CDNA synthesis and Cloning (Invtrogen)によってcDNAライ
ブラリーを構築した｡フィルターを第2章､第2節と同様に作製し､スクリーニングを
行った｡ただし条件は､ハイプリグイゼ-ションが4×SSPE､ 10×DH､ 1%　SDS､ 100
lLg/ml ssDNAで42℃､ 16時間､洗いが4×SSC (1×SSC - 150 mM NaCl 15 mM trisodi
um citrate)､ 0.1% SDSで室温､続いて1×SSC､ 0.1% SDSで65 oC､で行った｡得
られた陽性コロニーをLB培地で増殖させ､ QIAprep㊨ Miniprep (Qiagen)によってプ
ラスミドを抽出し､インサートの配列を決定した｡
Genetyx SV-RC ver.6によって塩基配列からオープンリーディングフレーム(ORF)
を決定し､鶏TLIA分子のアミノ酸配列を推定した｡推定されたアミノ酸配列を他種
動物のTNF-α､ Iymphotoxin (LT) -cL､ LT-B､ Fas ligand､ TLIAおよびTNF ligand sup
erfamilyのアミノ酸配列を､ Hironoらの論文(Hirono et a1, 2000)を参照にして､ gap
opening penalty lO､ gap-extension penalty 0.05､ delay divergent sequences 40%およ
びタンパク質量matrix (BLOSUM series)の条件卜でCLUSTAL Wによって位置合わ
せを行い､このalignmentをもとにDrosophila Eiger (TNF ligand superfamily)をrootに
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して系統樹を書いた｡
結果
スクリーニングの結果､陽性コロニーが得られ､その配列を決定したところ､ヒト
/
TLIAと相同性の高いcDNAが得られた｡ cDNAは1461bp塩基で構成されており､その
配列には239アミノ酸残基をコードするオープンリーディングフレームが確認された
(図2-1) oタンパク質M･Wは推定26kDaで､ N末端側34から53アミノ酸残基間(VLL
CLLAVLLLALPIAYLLA)には疎水性アミノ酸残基が並ぶ膜貫通領域が確認された(Fi
g･2) L｡さらにTNf ligand superfamilyに特有の配列([LV]-X-lLIVM]-X3-G-lLIVMF]-Y-lL
IVMFY]2-X2-[QEKHL])が確認された(Fig.2) ｡鶏TLIAはヒトTLIAと51%､ヒトTNF
-αと26%､ヒラメTNトαと25%の相同性を有していた｡さらに鶏TLIAアミノ酸配列と
さまざまなTNF ligand superfamilyに属する分子のアミノ酸配列の系統樹解析を行っ
たところ､鶏TLIAはヒト､ラットのTLIAと近縁の分子で､鶏TNF ligand superfamil
yの中では最も他種TNF-αと近縁の分子であることが確認された(図2_2) ｡
試験2-3　　　各組織における鶏TLIA mRNA発現
方法
25日齢､鶏(ROSS種)のオスの腹腔内に1.51mg/kg体重となるように1mg/ml LPS (E
scherichia coli serotype 0128-B12由来)を投与した｡無投与の鶏および投与2時間後の
鶏より肝臓､牌臓､肺､腹腔内脂肪組織､胸腺､フアブリキウス嚢､脳､心臓､精巣､
副腎､腎臓､小腸を採取した｡各種臓器よりそれを鋳型として第3章第1節のPCR条件
で24サイクル反応させ､ TLIA cDNAを特異的に増幅後0.8%アガロースゲルで電気泳
動し､ mRNA発現量を推定した｡
牌臓､肝臓､腹腔内脂肪組織に関しては各5羽づつLPS無投与､投与2時間後の採取
を行った｡さらに各時間4羽づつLPS無投与､投与2､ 3､ 4時間後に牌臓を採取した｡
これら組織よりtotal RNAを抽出し､ cDNAを作製し､ the iCycler i(∋ Real Time Detec
tion System (Bio-Rad Lab.)を用いてrea1-time RT-PCRによって鶏TLIA mRNA発現
量を測定した｡なお､ house keeping geneとしてGAPDHを用いた｡ pcRは2mM MgCl
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鶏TLIA cDNA配列および推測されるORF部分のアミノ酸配列
1 :一一一- - - -一一MDHGAEZTL-EEASATGQAS-RMHZKEDLR-R-MRCAy iL∈_L一一-一一　38
1 : -一一一-MAE-DLGLSFGETASV-EMIJPEHGSC- -RPKARSSSARWALT-- - -CCLV- - I- 1　42
1:I--一一一1日一一-MSTESMrRDVELAEEALPKKTGG一一一一一lPQGSRR-----CLF---LS　34
1:-I-----ll---一一1-I-I-----I---------------I-----MCKVLGGLF=VALC　14
.′
1 :MEGYAMTPED- -MERGPVYNT-TVTAVAEGKASRGWIJW-一一- -一一RLCGV一一LL- =AGLC　47
39 : -tJ基VもLもみ一旦P_ZA-Yも1 - I -_IJ基GNLRAPTS-CPQVVDERSSHFLKQR- - - - -AVAAV-T　83
43 :IJLPF- -LAGLT-T-YL一一- -LVSQLRAQGEACVQFQALKGQEHFAP一一一-一一SHQQV-Y　85
35:LFSFLーH一一一一一一=V--AGATT-一一一LF-CL一一--'LHFGV-=GPQREEFPRDLSL=S　71
15 :LGGVLAFSWYTNKSEMMTQSGQTAALSQKD-CA-EKTEP一一一一一一一1 --- I -- - --HN-T　54
48:AAAALLFA---I-一一-WCQHGRPST-------MQDEZEPQIJE=IJ=GA-一一一一一KDTHH-T　85
84 : -DTL-PSAE一一1 - - -KPRAHLTVKKQEPSSTTGSHIJP=LQIWEDKRGILAFTKmLSYSS 133
86 : -APLIRADGD- I - - 1KPRAHLTVVRQTPTQHFKNQFPALH-WEHELG-IJAFTKNRMNYTN 136
72 : PLAQAVRSSSRTPSDKPVAHV-一一Ⅴ- -ANP一一QAEGQ- LQWIJNRRANAL- LAN-GVELRD 12 i
55 : -LRQ- =SSRA一一一1 -KAA=H- - - -LEGRDEEDEETSENKLVWKNDEG-IJAFTQGGFELVD 102
86 : -LKQ-=AGNA- =一一m=H一一一一LEG一一EYNPNLSADTVQWRKDDG-QAFSQGGFELQG 131
★     ★
134 :NAIJVZPVSGDYYVYAQVTFR1 - -- - I- I - I - -GPSDTSSKTSSVTAVZ-TKVTDSYPEPT 180
137 : KFLLZPESGDYFZYSQVTFRGMTSECS-EZRQA-GRPNKPDSZTVV=-TKVTDSYPEPT 192
122 :NQLVVPSEGLYL=YSQVLF=一一一- - - -KIGQGCPSTHVLLTHT=SR-ZAVSYQTKV 167
103 : NH工工工PRSGI｣YFVYSQASFRV一一一SCSSDDADDGKEAAEKHLTS工SHRVWLFTESLGTQV 15 9
132 :NQZLZPHTGLFFVYSQASFRV-一一KCN- I- - -- -SPGE-HTTPLSH==WRYSDS=GVNA 179
★   ★       ★  ★   ★                                                       ★
181 : QLLTSTKTLSEERNN- I I - -日一一WFQP=YLGAVVSLE=GDKLMVNVSD=KLVDYTKEHK　231
193 : QLLMGTKSVCEVGSN- I I I I I - -WFQPZYLGAMFSLQEGDKLMVNVSD=SLVDYTKEDK　243
16 8 : NLLSAtKSP H CQRETPEGAEAKPWYEP=YIJGGVFQLEKGDRLSAE=NRPDYLDFAESGQ　22 5
16 0 : SLMSAVRSACQKSQEDAYRD- GQGWYNAZYLGAVFQLNEGDKLWTETNMLSELETESGK1 2 17
18 0 : NLIJSGVRSVCQQNYGDAESE=GEGWYNAVYLGAVFQLNEGDKLWTETNRLTDVEPEQGK1 2 3 8
★　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　★　　　　　　★★★　　　　　　　★　　　★★　　★
232:TFFGAFLL　239
244:TFFGAFLL　251
226:VYFG工工AL　233
218 :TFFGVFAL　225
239 :NFFGVFAL　246
★★　　　　　★
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図2-2
アミノ酸配列レベルでの鶏TLIAと他種動物
および鶏TNF ligand superfhmilyとの系統樹解析(続き)
TNF-α ､ lynphotoxin-α (LT-α)､ lymphotoxin-β (LT-β )､ Fas ligand､ TLIAおよび数種
の鶏TNF ligand superfamilyのアミノ酸配列の系統樹を示した｡配列はCLUSTAL Wを用い
て､ Hironoらの論文(2000)を参考にgap opening penalty 10､ gap-extension penalty 0.05.
delay divergent sequences 40 % and protein weight matrix (BLOSUM series)の条件で位置合
わせを行った｡その結果を元に系統樹を描かせ､枝分かれの間にUPGMA系統樹の
Bootstrap probabilities(%)を示した. TNF ligand superfamilyに属するDrosophila Eigerを
outgroupとして用いた｡
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2､ 0.5mM各プライマー､ 0.5×SYBR green master mix(BioWhittake Molecular Applica
tions)で94℃､ 3分続いて94 ℃を30秒､ 60 ℃ (鶏TLIA)または65℃ (GAPDH)を1
分､ 72℃を1分､を35サイクル繰り返した｡ SYBR greenの蛍光は各サイクルの最後に
検出し､サイクルごとのPCR産物量を観測した｡反応後､ 50℃から30秒毎に0.5℃温度
/
をとげることでmelting cuⅣeを記録し､特異的な産物が増幅されていることを確認し
た.本試験で用いたプライマーセットを以下に示すo
ChTLIA, estimated product size 292 bp (nucleotides from 408 to 699, AB194710): 5'
_ CCTGAGTTATTCCAGCAACGCA -3'および5'- ATCCACCAGCTTGATGTCACTAA
C-3';
GAPDH, estimated product size 543 bp (nucleotides from 400 to 942, AFO47874):
5'_AAGCGTGTTATCATCTCAGCTCC-3'および5'-CGCATCAAAGGTGGAGGAATG
GC-3'
結果
RT-PCRによって各種臓器における鶏TLIA mRNA発現量を調査したところ､ LPS無
投与時には肝臓以外の全ての臓器でその発現を確認できた(図2-3A)｡特に腹腔内脂肪
組織での発現量が最も多かった｡ LPS投与2時間後には､肝臓､牌臓､副腎､腎臓で無
投与時に比べた発現量の顕著な上昇が見られた(図2-3Bo　組織の調査でLPS投与によ
る鶏TLIAの顕著な発現上昇が見られ､免疫担当細胞が多く集積していると考えられ
る肝臓および牌臓､またTNトαは近年脂肪細胞が分泌するアディポサイトカインとし
ても注目を集めていること(Coppack, 2001)から腹腔内脂肪組織に着目して鶏TLIA
発現変化をreal-time RT-PCRによって調査したところ､ LPS投与･によって牌臓で約25
倍､肝臓で約15倍､腹腔内脂肪組織で約9倍と鶏TLIA mRNA発現の有意なし昇が確
認された｡その発現応答性､発現量はともに肺臓で最大であった(図2-4)｡さらにLPS
投与時の牌臓における鶏TLIA mRNA発現の経時変化を確認したところ､投与2時間
後に最大となり4時間までに減少していくことが明らかとなった(図2-5) ｡
試験2-4　GST融合鶏TLIA組換えタンパク質作製
材料および方法
TLIA核酸配列をもとにORF全長をPCRによって増幅するため､プライマー､ forw
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図2-3　　各組織における鶏TLIA mRNA発現とLf'S投与2時間後の発現変化
E)
LPS投与前(A)
鶏TLIA
GAPDH
･鶏TLIA
GAPDH
LPS投与後(B)
auTISatuflTtZtHSJ(aup叫出putZT叫
TtZuaJpVS!)SattJtZaHu!t21q
Sn!3!JqtZdJOtZSJnのsn邑tu.
anSS!T
asodfPV
的un-Iu93tds13^!1
LPS (1.5mg/kg体重)投与前､投与2時間後の牌臓を採取した｡牌臓における鶏TLIA
mRNA発現をRT-PCRによって分析した結果を示した｡ 0.8%ゲルで100V､ 20分泳動し
た｡ GAPDHは内部標準として示した｡
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ord　5'-GAATTCATGGATCACGGGGCTGAAATAACC-3'､ reverse　5㌧CTCGAGCAGTA
AAAAGGCACCGAAGAAGGT-3'を作製した｡このプライマーはGST融合タンパク質
発現ベクターpGEX-5X11 (Amersham)に組み込むため5'末端にそれぞれEcoR I ､ Xh
o I制限酵素認識部位を設けた｡ pCRは絶節の条件下で行いDNAを特異的に増幅した｡
また前節同様pcR2.1ベクター(Invitrogen)に導入し､クローン化し､ Sequitherm EX
CELTMll DNA Sequencing Kit-LC (Epicentre)を用いてM13 reverse､ T7 promorter pri
merによって配列を増幅後automatic DNA sequencer LC4200 (Li-Cor)で配列を読み､
鶏TLIAのORF全長であることを確認したo PGEX-5X11とクローン化したプラスミド
2Llg/mlをそれぞれ1U/Lil EcoRI　2pl､ 1U/いl Xho I 2い1で37℃､ 2時間処理し､ 0.8%ア
ガロースゲルで電気泳動後､ pcR2,1のインサート部分とpGEX-5X-lベクター部分を切
り出し､ QIAquick㊨ Gel Extraction kit (Qiagen)によってDNAをElution buffer 2卜1
に抽出し､ Ligation kit ver.2 (Takara) Solution I　2Plと混合し16℃で12時間反応させ､
PGEX-5X- Ⅰに鶏TLIAのORfを導入した｡第3章第1節の方法でOne Shot⑧ competent
cell (Invitrogen)に形質導入し､クローニングを行ったo
形質転換大腸菌を液体LB培地300mlで30℃､ 12時間培養後､ 100mM IPTG 1.8ml
添加し2時間誘導をかけた｡菌体を遠心によって回収し､ペレットを10%SDS 2mlで
懸濁後､ 5% N-Lauroylsarcosineinphosphate buffer saline (PBS) 0.5ml添加し超音
波処理し､さらにlM NaCI 0.5ml添加し､氷上に1時間おいた｡上沼より組換えタン
パク質をGST Purification Modules (Amersham)を用いて説明書にしたがって精製し
た｡
14%アクリルアミドゲルを作製し､精製したタンパク質5pgをアプライした0 15mA､
300Vで電気泳動し､分離ゲルにマーカーが移行後､ 30mA､ 300Vでマーカーの泳動前
線がゲルの最先端に到達したところで電気泳動を止めた｡ゲルをQuick-CBB (和光純
薬)で説明書にしたがって染色した｡固定液(メタノール100ml､酢酸20ml､脱イ
オン化水80ml)にゲルを浸し､ 10分振とう後､固定液を新たに変え､さらに10分振
とうした｡固定液を捨て､染色液でゲルを浸し､ 30分間振とうし､組換えタンパク質
を確認した｡
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図2-4
図2-5
LPS投与2時間後における牌臓､肝臓および腹腔内脂肪組織
TLIA mRNA発現の変化
Spleen Liver
LPS投与後の牌臓における鶏TLIA mRNA発現の経時変化
0　　　　　　2　　　　　　3　　　　　　4
Time aRer LPSinjection　　　(hr)
real-time PCRによって測定し､値はGAPDH
を内部標準としてarbitrary units (AU)で示し
た｡
-38-
図2-6　精製GST融合鶏TLIA組換えタンパク質のSDS-PAGE俊
Gd
Marker
GST/TLI A
融合タンパク質ト
54kDa
覇叫:J. ･f漉二∴　淵
. I-I_-.1-..
グルタチオンカラムで精製したタンパク質を14%アクリルアミドゲルで電気泳
動し､ゲルを固定液(メタノール100ml､酢酸20ml､脱イオン化水80ml)に
20分浸し､タンパク質をゲルに固定し､ Coomassie Brilliant Blueで30分染色
した｡
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結果
精製タンパク質をSDS-PAGEによって確認したところ､ 47.6kDa-68.2kDaのマーカ
ーのバンド間に2本のバンドが確認された(図2-6)｡核酸･タンパク質検索ソフト
Genetexを用いてのTLIA分子量を推測したところ54kDaであることが明らかとなっ
た｡本試験において47.6kDa-68.2kDa間に確認されたバンドのうち､分子量が大きく
染色も濃いものがGST融合鶏TLIA組換えタンパク質であると考えられる｡ TNF
ligand superfamilyに属する分子は､分泌型のみが知られているLT-αを除き､細胞膜の
外側にC末端が存在するⅡ型膜タンパク質で､受容体に結合して情報伝達に関与する
部分はC末端側に存在していることから｡今回作製したGST融合鶏TLIA組換えタ
ンパク質はN末端側にGSTタンパク質が融合されたものと推測された｡
試験2-5　　　細胞に対する鶏TLIAタンパク質の作用
試験2-5a L929および鶏初代線維芽細胞活性に及ぼす影響
材料と方法
嘱乳動物においてTNF-αの生物活性を測定するために用いられているマウスの線維
芽細胞セルラインであるL929細胞､また鶏のTNF様活性を確認するために鶏線維芽細
胞のセルラインCHCC OU-2が用いられていたので初代鶏線維芽細胞を用いて､鶏TL
IAの細胞死誘導作用を試験した｡ L929細胞は東北大学加齢医学研究所医用細胞資源
センターからいただいた｡また初代鶏線維芽細胞はSmith and Crittenden (1972)の
方法によって調整した｡それらを各処埋濃度において3繰り返しとなるようにl X 10
4 cells/well､ 10% FBS添加RPMl1640 50u/ずつ播種した0 37 oC､ 5% CO2条件卜で
一一一晩培養後､ 2% FBS､ 2ug/ml actinomycin D (Sigma)および第3章で作製した組換え
鶏TLIAをL929細胞に対しては0､ 0.02､ 0.05､ 0.2､ 0.5､ 2 Llg/ml,鶏初代繊維芽細胞
に対しては0､ 1､ 2､ 4､ 8､ 16Llg/mlの濃度で含むRPMI1640 50Lllを試験培地として添
加した.鶏初代繊維芽細胞に対しては4 ug/ml glutathione -S- transferase (GST)meg
alive controlとして用いた｡生存細胞活性をCell Counting Kit-8 (Dojindo)を用いて､
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図2-7　L929細胞と初代鶏繊維芽細胞生存活性対する鶏TLIAの影響
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(A)L929細胞､ (B)鶏初代線維芽細胞の培養系への鶏TLIA添加による細胞生存活性示した｡
GSTはネガティブコントロールとして用いた.値は細胞活性を反映する吸光度で示した｡
TLIA軒泰加と比較して　** p<0.01, *P<0.05
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説明書にしたがって測定した｡
結果
図2-7に示すように､ L929細胞､鶏初代繊維芽細胞ともに組換え親TLIAタンパク質
添加によってその添加濃度依存的な細胞傷害活性を示し､鶏TLIA添加濃度の上昇に
伴って徐々に細胞活性の低下が確認された｡鶏初代繊維芽細胞の細胞活性はGSTタン
パク質添加によって影響を受けなかった｡
試験2-5b　　　鶏に対する鶏TLIAタンパク質の作用
試験2-5b-1　飼料摂取量および直腸温に及ぼす影響
材料と方法
25日齢までスターター飼料で飼育した鶏(ROSS)オスに第3章第2節で作製した鶏
TLIAまたはGSTタンパク質濃度400LLg/mlを200LLg/kg体重となるように各4羽に静脈内
投与した｡投与2､ 4､ 6､ 8､ 10､ 12時間後の飼料摂取量を測定した｡また投与前､投
与4､ 8､ 12時間後に直腸温を測定した｡直腸温変化は投与後の温度より投与前の温度
を差し引いて求めた｡
結果
飼料摂取量は鶏TLIA投与後から2時間までにGST投与と比較して有意に低下し､さ
らに2-4時間にはその差は最大となった(図2-8 (A)) ｡この0-4時間の飼料摂取量低下
により累積摂取量の差は8時間まで有意なものであった｡
直腸温変化は4､ 8､ 12時間でGST投与時に比べて有意に高くなった(図2-8 (B) ｡
試験2-5b-2　　血中急性期物質に及ぼす影響
材料と方法
25日齢までスターター飼料で飼育した鶏(ROSS)オスに第3章第2節で作製した鶏
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図2-8　　　TLIA投与鶏における飼料摂取量と直腸温度の変化
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鶏TLIA投与時の(A)累積飼料摂取量､ (B)直腸温変化を示した｡ ■は鶏TLIA投与､ ◆はネガティ
ブコントロールとしてのGST投与による変化を示した｡ GSTはネガティブコントロールとして用いた｡直
腸温は各投与後経過時間の直腸温と投与前における直腸温の変化値で示した｡
GST投与と比較して　**P<0.01, *P<0.05
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TLIAまたはGSTタンパク質濃度400LLg/mlを200pg/kg体重となるように各4羽に静脈内
投与した｡投与前および投与2､ 4､ 8､ 12､ 24時間後に採血を行い､ 4℃､ 3000Xg､ I
5分遠心分離によって血柴を得た｡血柴中の亜硝酸塩濃度を測定するため､ Vivaspin
concentrator with 5000 MWCO PES melpbrane (Vivascience)を用いて､ 5000 Molecul
ar weight以上のタンパク質をカットオフし､ NO2/NO3 Assay KiトC　Ⅱ (Dojindo)を用
いて吸光度を測定したoセルロプラズミン濃度はp-phenylenediamine colorimetrical me
thod (Sunderman and Nomoto, 1970)を用いて測定した｡ 2 mlの0.1 M酢酸バッファ
- (pH 6.4)に0.1 mlの血柴を加え､ 37℃で5分予温した0 27mM p-phenylenediamine
を基質として加え37℃で反応させ､正確に30分後1.5 Mアジ化ナトリウム50LLlを加
え反応を止めた｡ 0時間コントロールとして2 mlの0.1 M酢酸バッファー(pH 6.4)
に0.I mlの血柴を加え､ 37℃で5分予温した｡ 27mM p-phenylenediamineを基質として
加えすぐさま1.5 Mアジ化ナトリウム50plを加え反応を止めたものを用い､ 530nm
における吸光度の変化を測定した｡セルロプラズミン濃度は以下の式で計算した｡
セルロプラズミン(mg/1) - 752 × (absorbance of 30min reaction sample- absorbanc
e of 0 time blank)
血柴α1酸性糖タンパク質はECOS checkニワトリα1酸性糖蛋白定量用キット(メタポ
リックエコスシステム研究所)を用いて､取り扱い説明書にしたがって､一一一元放射免
疫拡散法で測定した｡
結果
前炎症性物質の一一つであるNO含む亜硝酸塩の血柴中の濃度は投与4時間後にはGS
T投与区の約4倍となった｡その後､ 24時間まで徐々に減少し､投与24時間後には投与
前､と同様の値となった｡なおネガティブコントロールとして用いたGST投与による
直腸温変化､血柴亜硝酸塩濃度に対する影響は見られなかった(図2-9A) ｡
後炎症性物質セルロプラズミンの血祭中濃度は鶏TLIA投与4時間後あたりから上
昇を始め､ 12時間後には最大となり､ 24時間後でもGST投与区と比べて有意に高い値
を示した(図2-9B) ｡またα1酸性糖タンパク質の血中濃度変化量も鶏TLIAの投射こ
よってGST投与と比べ有意にL昇した(図2-9C) ｡その変化量は12時間までに最大と
なった｡なお､ GST投与によってもα1酸性糖タンパク質濃度変化量は上昇した｡
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図2-9　　TLIA投与鶏における急性期応答物質の血中濃度変化
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鶏TLIA投与時の血中(A)亜硝酸塩､ (B)セルロプラズミンおよび(C)α 1酸性糖タンパク質濃度を示し
た｡ ■は鶏TLIA投与､ ◆はGST投与による変化を示している｡ GSTはネガティブコントロールとして
用いた｡ α 1酸性糖タンパク質は各投与後経過時間の血中濃度と投与前における血中濃度の変化
値で示した｡
GST投与と比較して　**P<0.01, *P<0.05
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まとめ
本研究結果は､ 1.鶏TLIAは采馴こおいて免疫･炎症応答を調節する重要な因子であ
ること､ 2.鶏TLIAは鶏において晒乳動物TNF-α機能を代替している可能性が大き
いこと､を示したものである｡
一46-
TOUR ： Tohoku University Repository 
コメント・シート 
 
本報告書収録の学術雑誌等発表論文は本ファイルに登録しておりません。なお、このうち東北大学
在籍の研究者の論文で、かつ、出版社等から著作権の許諾が得られた論文は、個別に TOURに登録
しております。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
TOUR 
http://ir.library.tohoku.ac.jp/ 
 
